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Propósito y Método del Estudio: En este estudio, se diseñó una prueba de PCR en tiempo real 
para detección y cuantificación de las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a NAV. Se 
estudiaron 23 pacientes de UCI con sospecha clínica de NAV. Se obtuvieron lavados 
broncoalveolares para realizar el cultivo cuantitativo, tinción de Gram, cultivo cualitativo para la 
selección de las bacterias más frecuentes y extracción de DNA a partir de las muestras para la 
detección y cuantificación de bacterias. Se obtuvo la prevalencia de las bacterias mediante el criterio 
microbio lógico. Se determinaron parámetros como: Sensibilidad, límite de detección, 
reproducibilidad, coeficiente de variación y especificidad, para evaluar la utilidad diagnóstica de la 
prueba molecular desarrollada y se correlacionaron los resultados obtenidos mediante el cultivo y la 
PCR en tiempo real cuantitativa. 
Contribuciones y Conclusiones: La PCR en tiempo real permite detectar y cuantificar 
simultáneamente a A. baumanni, S. aureus, P. aeruginosa y S. maltophilia, los cuales son los 
agentes causales más frecuentes de NAV, si están presentes en concentraciones superiores al límite 
de detección. Mediante la prueba desarrollada: Se confirmó la presencia de NAV en la población 
estudiada, fue posible realizar la cuenta de bacterias sin el inconveniente del efecto swarming por la 
presencia de especies de Proteus, se identificó a A. baumannii como el principal agente causal de 
NAV en la población estudia y se obtuvieron resultados en 6 horas, por lo que la detección oportuna 
de estas bacterias causantes de NAV facilitará la toma de medidas específicas en el control de la 
enfermedad. 
CAPÍTULO 1 
INTRODUCCIÓN 
1.1. Generalidades de la neumonía 
La neumonía es un proceso inflamatorio del tejido pulmonar causado por una 
infección, que se caracteriza por la presencia de un infiltrado exudativo y celular en 
el parénquima pulmonar. Puede ser ocasionada por agentes infecciosos como 
bacterias, virus y hongos, cuya puerta de entrada suele ser la vía aérea. La 
severidad de esta condición depende del microorganismo que la ocasione, de la 
edad, y de la salud subyacente de la persona afectada. 
La neumonía se produce por infección exógena y por activación de bacterias 
colonizantes, por ejemplo, de vías respiratorias superiores [1], Se presenta en 5 a 
10 casos por 1000 admisiones al hospital [2, 3]. 
1.2. Clasificación de la neumonía 
La neumonía suelen clasificarse en 2 grandes grupos: neumonía adquirida en la 
comunidad (o extrahospitalaria) y neumonías intrahospitalaria, que tiende a ser 
mucho más complicada que la extrahospitalaria, ya que los mecanismos de 
defensa del hospedero suelen estar afectados durante la estancia en el hospital y 
los microorganismos causantes de la infección suelen ser mucho más resistentes a 
los antimicrobianos empleados comúnmente, además de que difieren en la 
evolución y pronóstico de la enfermedad. Los casos de neumonía intrahospitalaria 
pueden presentarse de forma leve o ser potencial mente mortales [1]. 
La neumonía intrahospitalaria (NIH) es la neumonía que se presenta 48 horas o 
más después de la admisión de un paciente al hospital [4]. La NIH ocupa el 
segundo lugar en los Estados Unidos a nivel intrahospitalario después de las 
infecciones de tubo urinario, con un alto grado de mortalidad y morbilidad [5]. 
1.3. Antecedentes de la Neumonía asociada a ventilador (NAV) 
La neumonía asociada al ventilador (NAV) es la neumonía que se presenta en un 
paciente después de 48 horas o más de recibir ventilación mecánica a través de 
traqueostomía o intubación endotraqueal para soporte durante un fallo respiratorio 
agudo [1,4, 25]. 
La NAV se distingue de la neumonía adquirida en la comunidad porque resulta de 
un fallo respiratorio agudo, y de la neumonía intrahospitalaria, porque la mayoría 
de los pacientes no reciben ventilación mecánica, además, por el rápido acceso de 
los microorganismos al tubo respiratorio inferior y la alta mortalidad descrita en 
esos pacientes [4]. 
1.3.1. Clasificación de la NAV 
La ventilación mecánica prolongada (más de 48 horas) es el factor más importante 
asociado con neumonía intrahospitalaria. La NAV puede presentarse dentro de las 
primeras 48 horas después de la intubación endotraqueal [6]. 
Langer y colaboradores dividieron a la neumonía en dos grandes grupos: 1) 
neumonía de inicio temprano, cuando se presenta dentro de los primeros 4 días de 
ventilación mecánica, y 2) neumonía de inicio tardío cuando se desarrolla 5 días o 
más después del inicio de la ventilación mecánica [7], No solo los patógenos 
causantes de neumonía según el tiempo de ventilación mecánica son diferentes, 
pero la enfermedad es usualmente menos severa y el pronóstico es mejor en la 
neumonía de inicio temprano que en la neumonía de inicio tardío [8, 9]. 
En un estudio de 244 pacientes médicos, quirúrgicos y traumatizados con 
ventilación mecánica, Prod'hom y colaboradores definieron como neumonía de 
inicio tardío cuando se presentaba durante los primeros 4 días de ventilación 
mecánica, observando que 53 (22%) de los episodios de neumonía eran de inicio 
temprano, representando el 45% de todos los episodios de neumonía [10]. Cook y 
colaboradores demostraron en un estudio de 1,014 pacientes mecánicamente 
ventilados, que el riesgo para desarrollar NAV se incrementa de acuerdo al tiempo 
de ventilación. El riesgo diario para desarrollar NAV depende de las características 
de la población de estudio y de muchos otros factores, particularmente del número 
de pacientes en una población dada que reciben antibióticos inmediatamente 
después de su admisión a UCI [11], así como también de la duración de 
hospitalización y la ventilación mecánica previa al inicio de la neumonía, exposición 
previa a los antibióticos y de los métodos y criterios diagnósticos empleados para 
el diagnóstico [2]. 
1.4. Incidencia de la NAV 
En la mayoría de los reportes, la frecuencia de NAV varía entre el 8 y el 28% [12, 
13, 14]. 
El índice de neumonía es considerablemente más alto en pacientes hospitalizados 
en UCI comparado con aquellos en sala de hospital y el riesgo de neumonía se 
incrementa de 6 a 20 veces en pacientes intubados que reciben ventilación 
mecánica [2,15]. 
La NAV se presenta de un 9% a 27% de todos los pacientes intubados [2,16] y en 
pacientes de UCI cerca del 90% de los episodios de neumonía se presentan 
durante la ventilación mecánica [17], es por esto, que la NAV es la infección más 
frecuente adquirida en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) en Europa y 
América Latina [6], representando casi el 50% de todas las infecciones 
intrahospitalarias. En un estudio del EPIC (European Prevalence of Infection in the 
Intensive Care), ja NAV fue la infección más frecuente adquirida en UCI, causante 
del 45% de todas las infecciones en las UCIs de Europa [5,6]. 
La presencia de NAV incrementa la estancia en el hospital de 7 a 9 días por 
paciente y se han reportado que produce costos excesivos por más de 40 000 
dólares por paciente [2, 15]. En la tabla 1 se muestra la incidencia de NAV en 
pacientes de UCI. 
Autor Pacientes 
(n) 
Incidencia 
(%) 
Mortalidad 
(%) 
Pacientes en UCI 
Torres (1990) 322 24 33 
Kollef (1993) 277 16 37 
Fagon (1996) 1118 28 53 
Pacientes con SDRA 
Chastre (1998) 56 55 78 
Meduri (1998) 94 43 52 
Markowicz (2000) 134 37 57 
Tabla 1. Incidencia y mortalidad atribuible a NAV en pacientes de UCI 
y pacientes con SDRA 
1.4.1. NAV y Síndrome de distrés respiratorio agudo 
Se considera que la NAV es una complicación común del Síndrome de Distrés 
Respiratorio Agudo (SDRA). La mayoría de los estudios clínicos han encontrado 
que la infección pulmonar afecta entre el 34 y más del 70% de los pacientes con 
SDRA, conduciendo al desarrollo de sepsis, fallo múltiple de órganos y muerte [18, 
19]. 
La alta incidencia de NAV observada en estos pacientes es, probablemente, el 
resultado de que ellos necesitan mucho más tiempo la ventilación mecánica que 
otros pacientes, por eso el riesgo de desarrollar NAV es alto. 
Cuando los pulmones de estos pacientes que murieron de SDRA son examinados 
histológicamente en la autopsia, la neumonía es demostrada en más del 73% de 
ellos [2]. En la tabla 1 se muestra la incidencia de NAV en pacientes con SDRA. 
1.5. Mortalidad asociada a NAV 
La mortalidad en la NAV es el resultado de una interacción compleja entre las 
defensas del huésped, la virulencia del patógeno, y la terapia con antibióticos 
administrada. 
Los pacientes ventilados en UCI con NAV tienen un riesgo de muerte de 2 a 10 
veces mayor comparado con los pacientes hospitalizados sin neumonía. [6] 
En contraste a las infecciones de mayor frecuencia y que involucran otros órganos 
(tubo urinario y piel), donde la mortalidad es baja, con rangos del 1 al 4%, el 
índice de mortalidad en pacientes con NAV varía del 33% al 71% cuando la 
infección pulmonar es causada por patógenos de alto riesgo [1, 20, 21]. 
Es clara la evidencia de que los episodios causados por patógenos de alto riesgo 
como S. aureus resistente a meticilina, P. aeruginosa o A. baumannn presentan 
una mortalidad excesiva comparada con las predicciones hechas sobre la severidad 
de la enfermedad en la admisión a UCI. [2, 22, 23]. 
El rango de mortalidad en pacientes a los que se les administra terapia antibiótica 
inapropiada es aproximadamente del 50% [24]. En la tabla 1 se muestra la 
mortalidad asociada a NAV en pacientes de UCI y en pacientes con SDRA. 
1.6. Factores de riesgo asociados a NAV 
1.6.1. Enfermedades predisponentes y NAV 
Muchos pacientes con NAV pueden tener otras infecciones al mismo tiempo en que 
se presenta la neumonía y esas infecciones pueden ser sobreestimadas. 
Numerosos estudios han demostrado que pacientes con enfermedad base en UCI 
predisponen al desarrollo de neumonía, y los índices de mortalidad, son 
consecuentemente altos, por ejemplo, en pacientes críticos, los que son sometidos 
a cirugías cardiacas o torácico abdominales, presencia de lesiones pulmonares o 
inmunosupresión (leucemia, transplante de pulmón o médula ósea) [2]. 
1.6.2. Procedimientos invasivos y NAV 
En pacientes en los que se les ha colocado un dispositivo invasivo (tubo 
endotraqueal, sonda nasogástrica) el riesgo de desarrollar NAV es hasta 20 veces 
mayor que en otros pacientes hospitalizados no ventilados [2, 26, 27]. 
1.6.3. Agentes biológicos y NAV 
En muchos casos, la infección es causada por microorganismos 
multidrogorresistentes (MDR) [28, 29]. Los factores de riesgo para esos 
microorganismos resistentes son: La duración de la ventilación mecánica, el tiempo 
de hospitalización previo al comienzo de NAV y el tratamiento previo con 
antibióticos, ya que el tratamiento inapropiado en pacientes con verdadera 
neumonía bacteriana ocasiona: la selección de microorganismos patógenos 
resistentes, la supresión de la flora bacteriana normal por los antibióticos, así como 
la emergencia de flora resistente de bacilos Gram negativos [30, 31]. 
1.6.4. Terapia inicial con antibióticos y NAV 
La duración de la antibiótico terapia para NAV nunca ha sido definida de manera 
clara. La mayoría de los estudios muestran una duración alrededor de 10 días, esto 
es influenciado por la inclusión de pacientes que muere en etapas tempranas en el 
curso de la neumonía, y la mayoría de los regímenes de antibióticos son planeados 
para 14 días. Cursos largos pueden conducir no solo a la selección de 
microorganismos resistentes a nivel individual, sino también a nivel hospitalario 
[2], así como al incremento del riesgo de efectos adversos conocidos por los 
medicamentos empleados y el incremento substancial de costos para la mayoría de 
los antibióticos empleados, principalmente para la NAV de inicio tardío [29, 30, 31]. 
1.6.5. Tubo gastrointestinal y NAV 
Se considera que el tubo gastrointestinal juega un papel importante en el 
desarrollo de NAV, ya que durante enfermedades críticas, el estómago es 
colonizado por bacterias entéricas Gram negativas, y son las mismas bacterias que 
frecuentemente son aisladas de muestras de vías respiratorias inferiores de 
pacientes con NAV. La colonización del estómago puede originarse también por 
una fuente exógena, como la contaminación de equipo médico o de otros 
pacientes colonizados con microorganismos multidrogorresistentes [32, 33]. 
Torres y colaboradores demostraron que el empeoramiento del fallo respiratorio 
agudo, la presencia de una condición base fatal, la presencia de choque, la terapia 
antibiótica inapropiada y el tipo de UCI son factores que afectan negativamente el 
pronóstico de NAV. 
1.7. Patogenia de la NAV 
La mayoría de las neumonías intrahospitalarias se presentan por aspiración de las 
bacterias que colonizan la orofaringe o el tubo gastrointestinal. A causa que la 
intubación endotraqueal y la ventilación mecánica pasan la primera línea de 
defensa, esos pacientes tienen alto riesgo de desarrollar NAV. Las bacterias 
pueden invadir tubo respiratorio inferior por aspiración de microorganismos 
presentes en orofaringe, por inhalación de aerosoles que contienen bacterias, o 
con menor frecuencia, por diseminación hematógena [34-37]. En adición, la 
translocación bacteriana de tubo gastrointestinal ha sido considerada como un 
mecanismo de infección, ya que se postula que la translocación se presenta en 
pacientes inmunosuprimidos, pacientes con cáncer o pacientes quemados, aun así, 
los datos son insuficientes para describir este mecanismo en humanos [38, 39]. 
De esas vías de acceso, se considera a la aspiración como la más frecuente para el 
desarrollo de NAV, ya que la repetida aspiración de secreciones se considera un 
mecanismo patogénico ya que la orofaringe puede ser colonizada previamente con 
microorganismos potencialmente patógenos [40]. 
La colonización del tubo respiratorio de pacientes en UCI es muy compleja, 
corresponde a una mezcla de colonización propia del paciente y de transmisión 
cruzada. La probabilidad de colonización aumenta en pacientes comatosos, 
factores como acidosis, alcoholismo, diabetes mellitus, leucocitosis, leucopenia o 
enfermedad pulmonar [41]. 
1.8. Agentes causales de NAV 
La relativa prevalencia de los patógenos específicos responsables de NAV varían 
considerablemente, dependiendo de las características de la población de estudio, 
la duración de hospitalización, y la ventilación mecánica previo al inicio de 
neumonía, a la exposición de antibiótico terapia y los métodos y criterios usados 
para el diagnóstico [2]. Los microorganismos identificados por métodos 
broncoscópicos y microbiológicos parecen ser verdaderos patógenos causantes de 
NAV y no meramente colonizantes de tubo respiratorio superior. Fagon y Chastre 
recopilaron datos microbiológicos de 24 estudios publicados en los que se utilizaron 
métodos de diagnóstico con broncoscopio para confirmar episodios de NAV en los 
que se aislaron 2490 patógenos. Los microorganismos causantes de NAV 
reportados se muestran en la figura 1. 
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Figura 1. Agentes causales de NAV. La proporción relativa de los agentes 
causales comunes que causan NAV se obtuvieron de 1689 casos confirmados por 
métodos broncoscópicos, que involucraron 2490 aislamientos, en datos reportados 
en 24 estudios publicados. 
Otra característica importante de la microbiología de NAV, reportada por Coombes 
en el 2002, es que del 38 al 48% de los casos presentados son polimicrobianos 
1.8.1. Ventilación mecánica y NAV 
El determinante más importante en la etiología de NAV y la probabilidad de que se 
presenten patógenos multidrogorresistentes, es la duración de la ventilación 
mecánica previo al comienzo de la neumonía. La neumonía es de inicio temprano si 
se presenta dentro de los 4 a 7 días después de la intubación endotraqueal, o es 
de inicio tardío si se presenta después de que el paciente es ventilado por más de 
7 días [28]. 
[42]. 
La neumonía de inicio temprano es típicamente causada por: especies de 
Haemophilus, estreptococos; incluyendo S. pneumoniae, S. aureus sensible a 
meticilina y cepas susceptibles de la familia Enterobacteriaceae, ya que son 
responsables de la mayoría de los casos en los primeros días de intubación, porque 
la colonización de vías respiratorias superiores es frecuente durante el tiempo de 
admisión al hospital, y constituye una Infección primaria endógena. Esos patógenos 
pueden causar neumonía de inicio tardío, pero los patógenos 
multidrogorresistentes son mucho más comunes en la neumonía tardía, y los que 
se han aislado con mayor frecuencia son: Bacilos Gram negativos no 
fermentadores (A baumannii, P. aeruginosa; S. maitophiiia) y Staphylococcus 
aureus resistente a meticilina [28]. 
1.8.2. Patógenos multidrogorresistentes y NAV 
La hospitalización prolongada previa al inicio de la ventilación mecánica es 
probablemente un factor de riesgo subestimado para infecciones por patógenos 
multidrogorresistentes en pacientes con período temprano de NAV, en término a 
los días de ventilación mecánica [28, 43, 44]. Una enfermedad preexistente, 
incluyendo la infección causada por virus de inmunodeficiencia humana, cáncer, 
EPOC y la intubación endotraqueal predisponen a la infección con patógenos 
multidrogorresistentes en una serie de pacientes traumáticos [31]. 
La terapia antibiótica para problemas no infecciosos puede incrementar el riesgo 
de infección subsiguiente con organismos multidrogorresistentes. 
La NAV asociada con esos microorganismos letales puede ser una importante 
causa de muerte. 
1.9. Características de patógenos frecuentes causantes de NAV 
1.9.1. Staphylococcus aureus 
Son cocos Gram positivos que frecuentemente coloniza nasofaringe y es uno de los 
agentes causales más importantes de infección intrahospitalaria y de NAV [2, 45]. 
Tradicional mente, la mayoría de las cepas han sido susceptibles a antibióticos B-
lactámicos (sensibles a meticilina) y resistentes a penicilina, pero la prevalencia de 
las cepas de S. aureus resistentes a meticilina se ha incrementado [46]. Los 
factores de riesgo para 5. aureus resistentes a meticilina incluyen: EPOC, 
prolongada duración de la ventilación mecánica, terapia previa con antibióticos, 
tratamiento previo con esteroides y broncoscopía previa [47, 48]. Se asume que la 
broncoscopía previa es un marcador para algunas otras condiciones pulmonares o 
tratamiento, o mejor dicho, un indicador de contaminación cruzada entre 
pacientes. La probabilidad de que se presente NAV por un S. aureus que sea 
resistente a meticilina será casi seguro si el paciente ha recibido tratamiento con 
antibióticos y si el inicio de NAV es tardío en su curso hospitalario [48]. Muchos 
casos de neumonía han sido adquiridos en la comunidad [49, 50] pero el potencial 
de diseminación en las unidades hospitalarias y de los brotes letales 
intrahospitalarios es sobreestimado. 
1.9.2. Pseudomonas aeruginosa 
Es un bacilo Gram negativo, no fermentador, aerobio, y es intrínsecamente 
resistente a muchas clases de antibióticos. Es el patógeno resistente a antibióticos 
más frecuente que causa NAV [2], y el agente causal más común de episodios 
fatales de NAV [50]. Se le atribuye ser causante de mortalidad elevada. La NAV 
causada por P. aeruginosa es inusualmente temprana en el curso hospitalario en 
personas previamente sanas. Típicamente se presenta solo si los factores de riesgo 
están presentes, incluyendo: EPOC, duración prolongada de la ventilación 
mecánica y terapia previa con antibióticos [50, 51]. Es difícil erradicar 
Pseudomonas de las vías respiratorias [52]. Se presentan con frecuencia episodios 
persistentes o recurrentes de neumonía [53, 54] especialmente en pacientes con 
Síndrome de distrés respiratorio agudo [54]. 
1.9.3. Acinetobacter baumannii 
Es un bacilo Gram negativo no fermentador, aerobio, se distribuye ampliamente en 
fuentes como tierra y agua. Tradicionalmente ha sido asociada a baja virulencia, y 
se ha considerado que los aislamientos clínicos representan colonización en lugar 
de infección [55]. Recientemente se ha incrementado el reconocimiento de las 
especies de Acinetobacter como agentes causales de infección intrahospitalaria 
importantes, particularmente en pacientes críticos de UCI [55, 56, 57]. 
Acinetobacter es un importante agente causal de brotes intrahospitalarios y es 
diseminado con facilidad de un paciente a otro. Esto parece ser la causa de su 
habilidad para sobrevivir, por ejemplo, en las manos de los trabajadores del 
hospital y en las superficies inanimadas del ambiente [58] y la resistencia 
intrínseca a muchos antibióticos comunes [59], sin que haya un factor de 
virulencia importante. Los factores de riesgo para NAV causada por Acinetobacter 
incluye: Neurocirugías, SDRA, trauma craneoencefálico, terapia previa con 
ceftazidime y aseo inadecuado de manos [60]. 
1.9.4. Stenotrophomonas maltophilia 
Son bacilos Gram negativos, no fermentadores, aerobios, cuyo hábitat principal es 
el agua, también se encuentran en el suelo, en plantas y animales. En la actualidad 
se considera como un patógeno intrahospitalario emergente. Se ha aislado de una 
gran variedad de superficies y objetos hospitalarios, como monitores de presión, 
máquinas de diálisis, soluciones desinfectantes, tubos para recolección de 
muestras de sangre, piscinas de hidroterapia, máquinas de hielo, equipos de 
terapia para inhalación, nebulizadores, humidificadores, circuitos de aparatos de 
ventilación mecánica, así como de las manos del personal sanitario. Aunque es un 
microorganismo con limitada virulencia, presenta resistencia intrínseca a múltiples 
agentes antimicrobianos y puede producir un amplio espectro clínico de 
infecciones, principalmente en pacientes ¡nmunocomprometidos. 
Puede estar implicado en numerosos procesos infecciosos, siendo los más 
frecuentes los de vías respiratorias. Las infecciones por S. maltophilia se describen 
principalmente en pacientes con fibrosis quística, en pacientes ingresados en 
unidades de cuidados intensivos, en unidades neonatales y en pacientes con 
neoplasias. 
Se han descrito como potenciales factores predisponentes para la adquisición de 5. 
maltophilia la utilización previa de agentes antimicrobianos, como carbapenemas, 
fluoroquinolonas o ceftazidima, presencia de catéteres venosos centrales, 
neutropenia, quimioterapia, corticosteroides, hospitalización prolongada, estancia 
prolongada en unidades de cuidados intensivos o de neonatología, ventilación 
mecánica, traqueostomía, neoplasias y enfermedades respiratorias. Se considera 
que la hospitalización prolongada y la antibióticoterapia de amplio espectro podrían 
seleccionar este microorganismo en las vías respiratorias [25]. 
1.10. Métodos de diagnóstico de NAV 
El diagnóstico de neumonía se hace en base a los criterios clínicos y radiológicos. 
La confirmación microbiológica es útil, pero aproximadamente en el 50% de las 
neumonías nunca se identifica el agente causal [61,62]. 
El diagnóstico de neumonía fue establecido según los criterios de la American 
Thoracic Society (ATS) [28] que se exponen a continuación: Criterios diagnósticos 
de neumonía intrahospitalaria según la declaración del consenso de la ATS: 
1. Aparición de nuevos infiltrados en el RX de tórax que no se modifican con 
terapia percusiva. 
2. Secreciones traqueobronquiales purulentas. 
3. Fiebre >38°C. 
4. Leucocitosis. 
5. Aspirado traqueal con más de 25 leucocitos y menos de 10 células 
epiteliales por campo. 
1.10.1. Diagnóstico Clínico-Radiológico 
El diagnóstico de neumonía bacteriana en pacientes mecánicamente ventilados es 
un reto para el clínico, ya que la presentación de la enfermedad es variable. La 
sospecha clínica de neumonía es el primer paso en cualquier evaluación de 
pacientes con posible NAV. Sin embargo, no existe un criterio clínico que sea 
específico para el diagnóstico de NAV [24]. La presencia de infiltrados pulmonares 
nuevos o persistentes en la radiografía de tórax y la presencia de 2 de estos 3 
hallazgos clínicos: hipertermia (>38.2°C), secreciones purulentas, leucocitosis 
(>15000 cel/cm3) o leucopenia (<4000 cel/cm3), son los criterios que se utilizan 
para iniciar la terapia antibiótica empírica. 
Estudios indican que los criterios de diagnóstico de los infiltrados radiológicos y los 
hallazgos clínicos tienen buena sensibilidad, pero baja especificidad, principalmente 
para NAV [63]. Es por esto, que la confirmación de la presencia de neumonía es 
mucho más difícil y los parámetros clínicos no pueden ser empleados para definir 
la etiología de la neumonía [64, 65]. 
1.10.2. Terapia empírica y NAV 
Para el tratamiento empírico, una de las opciones es tratar cada paciente en el que 
hay sospecha clínica de infección pulmonar con nuevos antibióticos, siempre y 
cuando la probabilidad de infección sea baja. Los resultados de muchos estudios 
hay demostrado que el inicio inmediato de terapia con antibióticos apropiados se 
asocia con una mortalidad reducida [65, 66, 67], sin embargo, este enfoque clínico 
guía a una sobreestimación de la incidencia de NAV por la colonización traqueo 
bronquial y los procesos no infecciosos que son clínicamente similares. 
La mayoría de los antibióticos que se administran en las UCI en pacientes con 
sospecha clínica, en los que no se comprueba la presencia de una infección de 
tubo respiratorio, exponen a muchos pacientes a toxicidad innecesaria, 
incrementando los costos hospitalarios y favoreciendo la emergencia de 
microorganismos 
resistentes a los antibióticos [68]. En adición, el sobre uso de antibióticos en esos 
pacientes puede retrasar el diagnóstico de una verdadera causa de fiebre e 
infiltrados pulmonares [69], y el uso concomitante de ellos reduce la sensibilidad 
del cultivo, y pueden presentarse resultados falsos negativos. 
1.10.3. Diagnóstico microbiológico 
El diagnóstico microbiológico ha sido utilizado para aislar patógenos relacionados a 
NAV, y los hallazgos microbiológicos cuantitativos le permiten al médico ajustar el 
espectro de antibióticos según las pruebas de resistencia antimicrobiana realizadas 
en el laboratorio. 
El tubo respiratorio inferior es uniformemente colonizado unas pocas horas 
después de la intubación [70, 71]; por lo tanto, mediante el cultivo, la 
recuperación de patógenos no es suficiente para el diagnóstico de infección [72, 
73]. 
El diagnóstico etiológico generalmente requiere un cultivo de muestras de tubo 
respiratorio inferior, raramente se puede hacer de hemocultivo o fluido pleural. 
La sensibilidad de los cultivos de sangre es menor que el 25% y cuando es positivo 
los microorganismos pueden originarse de una fuente extrapulmonar en un amplio 
porcentaje, siempre y cuando NAV está presente [74]. 
Los cultivos de tubo respiratorio incluyen: Aspirado endotraqueal, lavado 
broncoalveolar o especímenes obtenidos con cepillo protegido. Los cultivos pueden 
ser cualitativos o cuantitativos. Tradicionalmente, la muestra se reporta 
cualitativamente. Una de las desventajas es que el crecimiento bacteriano puede 
ser afectado por el tamaño del inoculo de la bacteria; además, algunas bacterias 
crecen más rápidamente que otras [74]. 
El agente causal de neumonía se define por el empleo de cultivo cuantitativos de 
muestras de vías respiratorias inferiores con examinación inicial al microscopio. 
1.11. Cultivo cuantitativo 
El cultivo cuantitativo ha sido empleado como el estándar de oro para la 
confirmación de la presencia de NAV. 
Consiste en obtener la cuenta total de bacterias en una muestra de vías 
respiratorias inferiores mediante el método de dilución seriada. Los resultados 
deben ser reportados como UFC/mL para cada morfotipo [75, 76]. 
Los avances en este método incluyen la habilidad de escoger la dilución 
estadísticamente más apropiada para la cuenta y la capacidad de contar 
exactamente todas las bacterias presentes en la placa. 
1.11.1. Muestras para el cultivo cuantitativo 
Con intento de mejorar la exactitud en el diagnóstico, varias estrategias invasivas 
han sido propuestas, como el LBA por broncoscopia, broncoscopia con cepillo 
protegido, aspiración pulmonar percutánea, aspiración endotraqueal y biopsia 
pulmonar abierta. Han sido considerables los esfuerzos para mejorar la 
probabilidad de llegar al diagnóstico microbiològico alcanzando mejores resultados 
clínicos (por ejemplo, sobrevida, reducción en el costo de antibióticos y en la 
estancia intrahospitalaria). 
Las muestras broncoscópicas obtenidas mediante cepillo protegido, los LBAs y los 
aspirados endotraqueales para la visualización del árbol bronquial son útiles para el 
diagnóstico de neumonía [77]. En la tabla 2 se muestran los valores de sensibilidad 
y especificidad del cultivo cuantitativo para el diagnóstico de NAV empleando 
muestras de vías respiratorias inferiores. 
En estudios recientes, el LBA por broncoscopio se asocia a una menor mortalidad a 
corto plazo y a una terapia antimicrobiana más apropiada. 
El LBA ha sido utilizado satisfactoriamente para el diagnóstico de neumonía en 
pacientes ventilados [2] con una sensibilidad del 73 ± 18% y una especificidad del 
82 + 19% [78]. 
Muestra Cultivo 
cuantitativo 
Sensibilidad Especificidad 
Especimen obtenido 
con cepillo protegido > 10
3 UFC/ml 33-100% 50-100% 
Lavado broncoalveolar > 104 UFC/ml 42-93% 45-100% 
Aspirado traqueal > 10s UFC/ml 38-82% 72-85% 
Tabla 2. Valores de sensibilidad y especificidad del cultivo cuantitativo para 
diagnóstico de NAV empleando muestras de vías respiratorias inferiores 
1.11.2. Valor de la cuantifícación 
Los lavados broncoalveolares y las muestras obtenidas con cepillo protegido 
pueden ser fácilmente cuantificados [79, 80]. 
La flora colonizante de vías respiratorias superiores está presente, generalmente, 
en bajas concentraciones en especímenes de buena calidad. La cuantifícación es 
útil para discriminar infección de microorganismos colonizantes. 
Se estima que el lavado broncoalveolar representa aproximadamente 1 millón de 
alvéolos (cerca de 1% del pulmón). Una cuenta de 104 UFC/mL representa 106 
UFC/mL de un fluido no diluido. En efecto, estudios en pacientes sin ventilación 
mecánica han demostrado que un valor de 104 a 105 UFC/mL es apropiado para 
diferenciar contaminación de infección [80, 81, 82]; sin embargo, en pacientes 
mecánicamente ventilados hay mayor variabilidad en las cuentas [83, 84]. Los 
resultados del cultivo de un LBA se obtienen en un período de 2 a 4 días, y un 
resultado de lxlO4 UFC/mL es indicativo de infección [80, 81, 82]. 
1.11.3. Limitaciones del cultivo cuantitativo 
Algunas limitaciones del cultivo cuantitativo son: 1) algunos pacientes pueden 
tener resultados falsos positivos, a consecuencia de ventilación mecánica 
prolongada y subsiguiente colonización de vías respiratorias, 2) algunos pacientes 
pueden tener resultados falsos negativos, y esto depende de la estrategia de 
abordaje, esto puede resultar en el retraso en la iniciación de la terapia, 3) la 
sensibilidad del cultivo cuantitativo es influenciado por la terapia antibiótica y 
muchos pacientes con sospecha de NAV están en terapia activa con antibióticos; 
por lo tanto, un resultado negativo del cultivo no descarta la NAV, y 4) el tiempo 
prolongado de obtención de resultados, de 2 a 4 días [85, 86]. 
Si el diagnóstico clínico es usado para decidir cuándo debe empezarse la terapia, y 
los datos microbiológicos de las muestras son usados para definir la presencia o 
ausencia de neumonía por los microorganismos presentes en pulmones y la 
susceptibilidad a los antibióticos, es posible tratar la neumonía en etapas 
tempranas en el curso de la enfermedad e iniciar la terapia dirigida contra el 
patógeno que está presente. Sin embargo, la limitante principal del cultivo 
cuantitativo es que no todos los microorganismos presentes en los cultivos son 
necesariamente patógenos, ya que muchos de ellos son microorganismos 
colonizantes de vías respiratorias superiores, y la colonización precede al desarrollo 
de neumonía en la mayoría de los casos de NAV. 
1.12. PCR en tiempo real 
En la última década se han desarrollado innumerables aplicaciones de la PCR de la 
microbiología clínica. La introducción de la PCR en la rutina asistencial en otros 
campos de la microbiología clínica ha sido muy limitada y su aplicación se ha 
restringido a aquellos microorganismos que no crecen en medios de cultivo 
convencionales y aún en ese grupo, la implementación real de esta metodología ha 
sido muy escasa. 
En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificación y detección se producen de 
manera simultánea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna acción 
posterior. Además, mediante detección por fluorescencia se puede medir durante 
la amplificación la cantidad de DNA sintetizado en cada momento, ya que la 
emisión de fluorescencia producida en la reacción es proporcional a la cantidad de 
producto formado [87]. Esto permite conocer y registrar en todo momento la 
cinética de la reacción de amplificación. Los sistemas de detección por 
fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real son sondas de hibridación 
específica, marcadas con dos tipos de fluorocromos, un reportero y un apagador. 
Las más utilizadas son las sondas de hidrólisis, denominadas sondas Taqman. 
Las sondas Taqman son oligonucleótidos marcados con un fluorocromo reportero 
en el extremo 5 ' que emite fluorescencia al ser excitado y con un fluorocromo 
apagador en el extremo 3 ' que absorbe la fluorescencia liberada por el reportero. 
Mientras la sonda está intacta, la fluorescencia emitida por el reportero es 
absorbida por el apagador. Sin embargo, durante la amplificación del DNA diana, la 
sonda se híbrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la 
cadena, en su acción de síntesis, la DNA polimerasa, que tiene actividad 
5'exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5 ' de la sonda, produciéndose la 
liberación del fluorocromo reportero [88], Como el reportero y el apagador están 
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el reportero es captada por el 
lector. La sensibilidad de la amplificación por la PCR depende de la especificidad de 
los iniciadores. Si los iniciadores no son específicos, pueden unirse a otra secuencia 
de DNA dentro de la mezcla de reacción y se pueden presentar amplificaciones no 
específicas. 
1.12.1. Ventajas de la PCR en tiempo real 
La primera gran ventaja de la PCR en tiempo real es su rapidez, puesto que no se 
necesita ningún proceso adicional de detección. Al utilizar los sistemas cerrados, el 
riesgo de contaminación disminuye de manera muy importante. Los sistemas a 
tiempo real permiten cuantificar la concentración inicial de ácido nucleico presente 
en las muestras de manera más sencilla, más precisa y en un rango mayor que en 
los procedimientos convencionales. El equipo tiene una capacidad muy elevada ya 
que en el mismo instrumento se puede llevar a cabo ensayos cuantitativos y 
detecciones múltiples; además, no requiere que las bacterias estén vivas para su 
detección y cuantificación, pero se tiene que seguir un estricto protocolo para 
evitar la contaminación del DNA lo que podría ocasionar resultados falsos-positivos. 
CAPÍTULO 2 
OBJETIVOS 
2.1. Objetivo general 
Desarrollar y estandarizar un método para detectar y cuantificar simultáneamente 
las 4 bacterias más frecuentemente asociadas al desarrollo de neumonía asociada 
a ventilador. 
2.2. Objetivos específicos 
1. Seleccionar las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a NAV. 
2. Diseñar una PCR en tiempo real, para la detección y cuantificación de las 
bacterias seleccionadas en un mismo ensayo. 
3. Comparar el cultivo cuantitativo con la prueba diseñada de PCR en tiempo 
real. 
CAPÍTULO 3 
JUSTIFICACIÓN 
La neumonía representa un problema de salud a nivel intrahospitalario y presenta 
una mortalidad elevada. El diagnóstico de NAV se basa principalmente en hallazgos 
clínico-radiológicos los cuales son inespecíficos. Las técnicas para el diagnóstico de 
NAV son relativamente lentas y tienen sensibilidad y especificidad que requieren 
ser mejoradas. El diagnóstico final depende del cultivo. 
Aunque el cultivo cuantitativo es un método de referencia para la confirmación 
diagnóstica, se requieren, al menos, 4 días para obtener resultados y confirmar el 
diagnóstico. 
El uso de una herramienta de diagnóstico molecular-microbiológica, como la PCR 
en tiempo real, podría ser una nueva opción para detección rápida y oportuna de 
patógenos, principalmente en pacientes que estén en tratamiento con antibióticos, 
ya que ofrece ventajas importantes con respecto a otras técnicas, tales como una 
mayor rapidez y alta sensibilidad de detección. 
CAPÍTULO 4 
MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Estrategia general 
Para desarrollar y estandarizar un método para detectar y cuantificar 
simultáneamente las 4 bacterias más frecuentemente asociadas al desarrollo 
de neumonía asociada a ventilador, se siguió la estrategia general que se muestra 
en la figura 2. 
Se identificó la población de estudio teniendo en cuenta los criterios de inclusión, 
se solicitó consentimiento informado a los familiares y se llevó a cabo la obtención 
del LBA por broncoscopía. Esto se realizó en colaboración con el personal del 
Servicio de Neumología y la unidad de cuidados intensivos del Hospital 
Universitario "Dr. José Eleuterio González". 
Estas muestras fueron procesadas en el laboratorio para realizar una tinción de 
Gram, cultivo cualitativo y cuantitativo, para identificación bacteriana y selección 
de las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a NAV, así como para la 
obtención de la cuenta de bacterias. Ya seleccionadas las bacterias más 
frecuentes, se realizó el diseño teórico-experimental de la PCR a tiempo real para 
detección y cuantificación simultánea de las bacterias en un mismo ensayo, 
extracción de DNA de las muestras y elaboración de curvas de calibración para 
estandarización del método. Con los resultados del cultivo cuantitativo, cultivo y 
PCR a tiempo real, se obtuvo el status de infección de cada paciente y a partir de 
estos resultados se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad, limite de 
detección, reproducibilidad, coeficiente de variación y especificidad para 
determinar la utilidad diagnóstica de la misma. 
Figura 2. Estrategia general seguida para desarrollar y estandarizar un método 
para detección y cuantificación de las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a 
NAV por una metodología molecular. 
4.2. Población de estudio 
Se incluyeron 23 pacientes de UCI, con sospecha clínica y radiológica de NAV. 
Se solicitó consentimiento informado a los familiares y se obtuvieron lavados 
broncoalveolares de estos pacientes mediante una broncoscopía, realizada por el 
personal de UCI del hospital universitario. 
4.3. Selección de las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a NAV 
Se procedió a realizar el aislamiento e identificación de las bacterias encontradas 
en los lavados broncoalveolares de pacientes con sospecha clínica de NAV, 
mediante cultivo cualitativo, cultivo cuantitativo y tinción de Gram. 
4.3.1. Cultivo cualitativo 
Las muestras directas se sembraron en agar sangre, agar azida de sodio, agar 
S110 y agar EMB, se incubaron de 24-48 horas a 37 °C en una incubadora (Modelo 
Ñapeo 322-10, Heinicke Company Industrial and Laboratory Heater, Pórtland, 
Oregon, EE..UU..)- A partir de los aislamientos obtenidos, se realizaron las pruebas 
bioquímicas primarias (catalasa, oxidasa y coagulasa) y el perfil bioquímico para la 
identificación bacteriana, empleando el sistema API de BIOMÉRIEUX (BioMérieux 
Inc Box 15969, Dirham, NC 27704-0969, EE..UU..), el cual incluye una serie de 
microtubos que contienen sustratos deshidratados. 
Los ensayos convencionales se realizaron a partir de un cultivo puro. 
La suspensión bacteriana se hizo a partir de cultivos de 18-24 horas; con un 
hisopo, se tomaron de 1 a 4 colonias de morfología idéntica, y se resuspendieron 
en un tubo con solución salina, ajustando la turbidez al 0.5 de McFarland. A partir 
de la suspensión bacteriana se reconstituyeron los medios de la galería API, se 
utilizaron de inmediato después de prepararse y se incubó de 24-48 horas a 37 °C. 
Las reacciones producidas durante la incubación se tradujeron en cambios de 
color, bien espontáneos o bien provocados mediante la adición de reactivos. 
Los ensayos de asimilación de azúcares se inocularon con un medio mínimo y las 
bacterias crecieron solamente si eran capaces de utilizar el correspondiente 
sustrato. La lectura de las reacciones se hizo con la ayuda de tablas de 
identificación, y el reconocimiento se realizó mediante catálogos analíticos o con 
ayuda de un software de identificación (API Lab Plus, BioMérieux, 1990). 
4.3.2. Cultivo cuantitativo 
Para obtener el cultivo cuantitativo, se realizó el método de dilución seriada a partir 
de la muestra. Cada LBA se pasó a un tubo cónico, y se agitó en vortex por 30-60 
segundos. A partir de la muestra directa se sembraron 0.1, 0.01 y 0.001 mL en 
agar chocolate, que corresponden a las diluciones 10"1, 10"2 y 103 
respectivamente. Para obtener la dilución 10^ , se tomó 0.1 mL de la muestra 
directa y se resuspendió en 0.9 mL de solución salina, se agitó en vortex por 30-60 
segundos. A partir de esta solución se tomó 1 jxL y sembró en agar chocolate en 
las condiciones ya mencionadas. 
Las placas se incubaron de 24-48 horas a 37 °C en atmósfera de CO2 en una 
incubadora (Water Jacketed Incubator CI-46, Model 3546 S/N, American Scientific 
Products, EE..UU..) para obtener la cuenta total de bacterias (UFC/mL). 
Las placas se revisaron a las 24 horas para observar el crecimiento bacteriano. Se 
escogió la dilución estadísticamente más apropiada para la cuenta de bacterias y 
se reportó en UFC/mL 
4.3.3. Tinción de Gram 
Los LBAs fueron recibidos en el CRCEI y se procesaron en un tiempo menor a 2 
horas. Las muestras se colocaron en tubos cónicos de 50 mL para realizar el cultivo 
cuantitativo, cultivo cualitativo y tinción de Gram. 
Las muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a 14000 rpm, se separó el 
sobrenadante con cuidado para obtener el sedimento y a partir de él se realizó la 
tinción de Gram. Se hicieron extensiones en portaobjeto y se examinaron al 
microscopio de luz con objetivo 100X. 
La evaluación microscópica, con frecuencia, es no concluyente para la mayoría de 
los pacientes con sospecha clínica de NAV en la UCI, por la colonización de vías 
respiratorias superiores con bacterias potencialmente patógenas, cuando la 
infección está o no presente, por lo que se buscaron ciertos factores indicativos de 
infección, como la presencia de bacterias intracelulares y extracelulares, células 
inflamatorias como: granulocitos y leucocitos polimorfonucleares; así como la 
observación de más de 10 neutrófilos por campo, los cuales indican alta calidad de 
la muestra e inflamación y la presencia de células epiteliales escamosas de 
orofaringe que indican contaminación de la muestra. 
4.4. Diseño de una PCR en tiempo real para detección y cuantificación 
de las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a NAV 
4.4.1. Diseño teórico de la PCR 
Ya seleccionadas las 4 bacterias más frecuentemente asociadas a NAV, se realizó 
el diseño teórico de la metodología a estandarizar. Para la selección de las 
secuencias blanco, se diseñaron iniciadores y sondas específicas para amplificar 
regiones conservadas de cada una de las bacterias, esto se llevó a cabo mediante 
el uso del software Beacon designer 4.0. El software utiliza algoritmos para el 
diseño de diferentes pares iniciador-sonda para un ensayo múltiple en un solo tubo 
de reacción. 
El diseño teórico fue un ensayo múltiple para detección simultánea de las 4 
bacterias empleando el software Beacon designer 4.0 (PREMIER Biosoft 
Internacional, 3786 Corina Way, Palo Alto, CA 94303-4504) y el sistema Taqman 
para el diseño de las sondas. 
La secuencia del amplicón se eligió entre 100 y 150 pares de bases para mantener 
la especificidad de alto grado de la amplificación en los ensayos de PCR 
cuantitativa. El contenido de guanina y citosina de la secuencia blanco varió del 40 
al 55% evitando secuencias palindrómicas o homopolímeros en la secuencia del 
amplicon. Los iniciadores se eligieron con una secuencia única dentro del templado 
de DNA que iba a ser amplificado, de 18 a 25 nucleótidos de largo. Las regiones de 
amplificación tuvieron condiciones muy similares, con una variación de menos de 
un grado en el punto de fusión de los iniciadores para la obtención de una buena 
eficiencia en la PCR múltiple. 
4.4.2. Extracción de DNA de las cepas 
Ya obtenidas las cepas, se realizó la extracción de DNA, para lo cual se 
resuspendió la muestra en un mL de Tris-EDTA, pH 8 con 10 mg de lisozima/mL. 
Las muestras se incubaron a 37 °C por 30 minutos; y se añadieron 6 pL de 
proteinasa K (20 mg/mL), seguida de incubación por 30 minutos a 55 °C y el DNA 
se extrajo por el método que emplea fenol-cloroformo-alcohol isoamílico. El DNA se 
extrajo con 250 [jL de fenol saturado y con 250 pL de una mezcla cloroformo-
alcohol isoamílico (SEVAG) (1:24), se precipitó con 2.33 volúmenes de etanol 
absoluto, y se dejó secar. El sedimento seco se disolvió en 25 pL de amortiguador 
TE IX y el DNA se cuantificó por emisión fluorescente y por espectrofotometría. 
4.4.3. Diseño experimental de la PCR 
Una vez diseñados los iniciadores y las sondas específicas para amplificación de 
regiones conservadas de cada bacteria, se buscaron las concentraciones óptimas 
de amortiguador, MgCI2, dNTPs, iniciadores, sondas y unidades de Taq DNA 
polimerasa para obtener la máxima eficiencia de la PCR múltiple. 
Las sondas marcadas con fluorocromos fueron purificadas después de su síntesis 
para minimizar las señales de fondo y asegurar que los resultados que se 
obtuvieran fueran óptimos. 
4.5. Elaboración de curvas de calibración 
Después de determinar las concentraciones óptimas de iniciadores y sondas para 
el ensayo, se realizaron ensayos para determinar la eficiencia de la PCR 
cuantitativa, sensibilidad y reproducibilidad mediante la elaboración de curvas de 
calibración para cada una de las bacterias, así como la determinación de la 
especificidad de la prueba. 
A partir de cultivos puros de las bacterias, se hicieron suspensiones bacterianas 
ajusfando al 0.5 del nefelómetro de McFarland, a x = 625 nm, con una lectura de 
absorbancia de 0.082-0.1. A partir de estas suspensiones se hicieron diluciones 
seriadas, con las cuales se contaminaron muestras de pacientes sin sospecha 
clínica de NAV, se realizó la técnica de extracción de DNA y la PCR en tiempo real. 
La curva de calibración de los valores de Ct fue automáticamente construida por el 
instrumento para cada reacción del respectivo estándar. Los valores de Ct de las 
muestras se interpolaron en la respectiva curva estándar. La cantidad de bacteria 
presente en un DNA extraído, usado como templado en una reacción de PCR para 
cada muestra clínica fue calculado por el software del termociclador SmartCycler II 
(Cepheid, California, EE..UU..). 
4.6. Análisis estadístico 
Eficiencia de la reacción de PCR: Para determinar la eficiencia de la reacción se 
utilizó la pendiente de la curva estándar. Si la eficiencia de la amplificación de la 
PCR es del 100%, la cantidad del templado de DNA será del doble con cada ciclo 
de amplificación, y el trazo de la curva estándar del logaritmo de la concentración 
inicial del templado contra los ciclos de PCR que genera una forma lineal con una 
pendiente aproximada de -3.1 y -3.6 son típicamente aceptados para la mayoría de 
las aplicaciones que requieren cuantificación precisa. 
La curva estándar se corrió por triplicado, así que fue posible determinar la 
precisión del pipeteo, la reproducibilidad y sensibilidad del ensayo; además, se 
determinaron el limite de detección y la especificidad. 
Precisión: Es el grado de proximidad entre resultados que se efectúan 
repetitivamente y en forma independiente y la precisión está relacionada con el 
coeficiente de variación. 
Reproducibilidad: Una vez establecido el método de ensayo, se hicieron réplicas de 
la técnica de extracción y PCR en tiempo real de muestras sin sospecha clínica de 
NAV contaminadas con concentraciones conocidas de cada una de las bacterias, 
esto fue realizado por dos operadores para comparar las variabilidades entre la 
técnica de extracción y la PCR en tiempo real, calculando la media y la desviación 
estándar se determinó el coeficiente de variación de los resultados. 
Sensibilidad: Corresponde a la mínima cantidad de bacteria que puede producir un 
resultado significativo. Para comparar la relativa sensibilidad del par de iniciadores 
en el ensayo de PCR múltiple, se hicieron diluciones seriadas de muestras de DNA 
(controles positivos) de A. baumannü, S. aureus, P. aeruginosa y S. maltophilia de 
concentraciones iniciales conocidas. La pendiente de la curva estándar ayudó a 
determinar el límite de detección del ensayo dado. 
Límite de detección (LD): Es la mínima concentración detectable de bacteria que 
no puede cuantificarse. La determinación del LD se efectuó comparando las 
señales obtenidas a partir de muestras sin sospecha clínica de NAV contaminadas 
con diluciones seriadas de bacterias de concentración conocida, estableciendo así 
la concentración mínima a la cual la bacteria podía detectarse. 
Especificidad: Se refiere a la capacidad de la prueba para discriminar otras 
bacterias de las del estudio de interés. La especificidad de los ensayos de PCR en 
tiempo real fueron realizados con diferentes especies bacterianas que habían sido 
previamente descritas en muestras respiratorias. A causa que la especificidad de la 
PCR depende de la temperatura, la temperatura de alineación se optimizó para los 
microorganismos respectivos. 
Se hizo la extracción de DNA de los organismos utilizados para el ensayo de 
especificidad por el método fenol-SEVAG. Se hizo un ensayo de PCR múltiple para 
cada bacteria de interés, utilizando 10 ng de DNA extraído de cada bacteria de la 
tabla 12 y la cuantificación se hizo por espectrofotometría. Se utilizó un control 
negativo sin DNA templado para cada bacteria de interés. 
4.7. Aplicación del método desarrollado 
A los lavados broncoalveolares que se mantuvieron en congelación a -20 °C se les 
realizó la extracción de DNA y se aplicó la PCR en tiempo real múltiple para 
detectar y cuantificar las bacterias de interés en la muestra original. Con los 
resultados obtenidos de la PCR en tiempo real múltiple desarrollada se hizo un 
análisis comparativo con los resultados obtenidos del cultivo cuantitativo. 
CAPÍTULO 5 
RESULTADOS 
5.1. Características demográficas de la población de estudio 
Se incluyeron 23 pacientes de los que se obtuvieron lavados broncoalveolares. 
Dentro de la población estudiada, el género masculino tuvo predominio en una 
relación 5:1, representando el 85% de la población; además, el 83% de los 
pacientes ya habían recibido antibióticos antes de la toma de muestra y el 17% de 
ellos ingresaron al hospital con infección previa al inicio de la neumonía. 
Las características de la población de estudio se muestran en la tabla 3. 
Pacientes (n) 23 
Masculino: Femenino 5:1 
Masculino (%) 83 
Media de edad ac 95%) 46.5(38.85-54.11) 
Mediana de edad (años) 44 
Rango de edad (años) 17-82 
Antibiótico terapia previa (%) 83 
Infección previa (%) 17 
Tabla 3. Características de la población estudiada (n=23) 
5.2. Aislamientos de la población de estudio 
El servicio de Neumología y la UCI del Hospital Universitario proporcionaron 23 
lavados broncoalveolares, para la selección de las 4 bacterias más frecuentemente 
asociadas a NAV mediante el cultivo cualitativo. De los 23 LBAs procesados se 
aislaron 16 bacterias diferentes, 50 cepas en tota!. Las bacterias que se aislaron 
con mayor frecuencia son: S. aureus, A. baumannii, P. aeruginosa y S. maltophilia, 
representando el 68% de los aislamientos. S. aureus se aisló en un 26%, y fue la 
bacteria más frecuentemente aislada, A. baumannii se aisló en un 24% de las 
muestras, P. aeruginosa se aisló en un 12% y S. maltophilia en un 6%. Las 
bacterias que se aislaron con menor frecuencia se observan en la figura 3. P. 
putida y Pantoea spp se aislaron en un 4.9% y otras bacterias como: E cofi, 
C. freundii, S. sciuri, especies de Proteus y Klebsielia, B. cepacia y £ cloacae, que 
representaron el 2.4% de los aislamientos. 
Los resultados obtenidos del cultivo cualitativo para seleccionar las 4 bacterias más 
frecuentemente asociadas a NAV se muestran en la figura 3. 
Staphylococcus aureus (n=13) 26% 
Enterobacter cloacae 
Klebsiella pneumoniae 
Klebsiella terriaena 
Burkholderia ceDacia 
Proteus mirabilis 
Proteus vulaaris 
Proteus Denneri 
Staphylococcus sciuri 
Citrobacter freundii 
Escherichia coli 
Pseudomonas Dutida 
Pantoea SDD (n=2) 4.9% 
Acinetobacter baumannii 
(n=12) 24% 
Pseudomonas aeruginosa (n=6) 12% 
Stenotrophomonas maltophilia (n=3) 6% 
Figura 3. Aislamientos de la población estudiada. 
5.3. Resultados de los cultivos 
Se realizó un cultivo cuantitativo para cada uno de los LBA, de los cuales, el 
86.95% fueron positivos; es decir, la cuenta bacteriana fue > 104 UFC/mL, 
indicativo de infección. Sólo el 2% de los cultivos tuvieron cuentas menores al 
punto de corte y en un cultivo no fue posible realizar la cuenta debido a la 
presencia de especies de Proteus, debido al efecto swarming que se observa en la 
placa de cultivo, por lo que se consideró como indeterminado. 
Los resultados obtenidos de los cultivos cuantitativos se muestran en la tabla 4. 
Cultivos positivos (cuenta > 104) n (%) 20 (86.95) 
Cultivos negativos (cuenta < 104) n (%) 2 (8.7) 
Cultivo indeterminado n <%> 1 (4.35) 
Tabla 4. Resultado de los cultivos cuantitativos 
A partir de los resultados del cultivo cuantitativo, se tomaron en cuenta los cultivos 
con cuentas superiores al punto de corte indicativo de infección que representaron 
el 86.95%. En el 65% de ellos se aisló 5. aureus, en un 60% A baumannii, 
seguido por P. aeruginosa en un 30%, y S. maltophiiia se aisló en 3 cultivos, 
representando el 15% de los cultivos positivos. 
Los cultivos positivos para cada una de las bacterias se muestran en la tabla 5. 
S. aureus n <%) 13 (65) 
A. baumannii n <%) 12 (60) 
P. aeruginosa n (%> 6(30) 
S. maitophiiia n (%) 3(15) 
Tabla 5. Cultivos positivos para cada una de las bacterias 
A partir de los resultados del cultivo cualitativo de los 23 LBAs se observó que en el 
95% de ellos se aisló por lo menos una de las bacterias seleccionadas, que en el 
60% se aislaron por lo menos 2, y en el 15% de las muestras se aislaron 3 de las 
bacterias seleccionadas para el diseño de este proyecto. 
Los porcentajes de las muestras con al menos 1, 2 o 3 de las bacterias 
seleccionadas se muestran en la tabla 6. 
Muestras con al menos 1 de las 
bacterias seleccionadas n <%> 19 (95) 
Muestras con al menos 2 de las 
bacterias seleccionadas n (%) 
12 (60) 
Muestras con al menos 3 de las 
bacterias seleccionadas n (%) 3(15) 
Tabla 6. Muestras con al menos 1, 2 o 3 de las bacterias seleccionadas 
5.4. Diseño teórico de la PCR 
Para el diseño teórico, se seleccionaron secuencias específicas de iniciadores y 
sondas Taqman para los ensayos de PCR en tiempo real seleccionadas de genes 
específicos: una secuencia del gen oprL que codifica para una lipoproteína de 
membraba externa (P\ aeruginosa), el gen que codifica para una enzima lipolítica 
(fosfolipasa para S. aureus), la subunidad 16S ribosomal para A. baumannií y 
S. maltophilia, ya que es una secuencia parcial del gen 16S rRNA que es altamente 
conservada y se utiliza para comparar bacterias. Por amplificación selectiva de esta 
secuencia a partir del DNA genómico y comparando los resultados de bases de 
datos, los microoganismos pueden ser caracterizados como filotipos. 
Con estas secuencias se hizo el diseño teórico empleando el programa ftware 
Beacon designer 4.0 para los iniciadores y el Sistema Taqman para las sondas. 
Cabe mencionar que se hicieron diseños y síntesis previos que fueron evaluados 
pero los resultados no fueron satisfactorios. 
En la tabla 7 se muestran los iniciadores y sondas específicos diseñados para cada 
bacteria. 
Staphylococcus aureus 
Gen fosfolipasa 
Primer F-AGIGI IAGCGGCIACAAIGI1 IG 
Primer R- CCTGACTGCATTTGATGTGACG 
TxR-TCGCGTTCCCTTGTTCTCCCGGTT- BHQ-2 
Pseudomonas aeruginosa 
Gen oprL 
Primer F- AGCAGCCACTCCAAAGAAACC 
Primer R- CGGTCTGCTGAGCTTTCTGAG 
Cy5-CGCCCAGAGCTTCGTCAGCCTTGC-BHQ-
3 
Acinetobacter baumanni 
SubU 16s RNA 
Primer F- TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 
Primer R- GGTCGTAAGGGCCATGATGAC 
FAM-CGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGT-BHQ-1 
Stenotrophomonas maitophiiia 
SubU 16s RNA 
Primer F- GATCCTGGCTCAGAGTGAACG 
Primer R- CCCACGACAGAGTAGATTCCG 
TET-CACCCGTCCGCCACTCGCCAC-BHQ-1 
Tabla 7. Iniciadores y sondas específicos para cada bacteria 
5.5. Diseño experimental de la PCR 
Las concentraciones elegidas fueron aquellas con las que se obtuvo una buena 
señal del producto amplificado sin la presencia de señales inespecíficas. 
Se utilizaron volúmenes de reacción de 25 j¿L para cada muestra. 
Los ensayos en tiempo real requieren más MgCI2 que la PCR convencional. Se 
recomienda un rango de variación de la concentración de 2 a 6 mM para 
determinar las concentraciones óptimas del MgCI2 para la aplicación. 
Grandes concentraciones de MgCfe pueden conducir a amplificaciones no 
específicas, esto resulta por la actividad no óptima de la polimerasa. 
Se realizaron ensayos preliminares haciendo una titulación del MgCk en un rango 
de 2 mM a 6 mM para determinar la concentración óptima para esta aplicación. 
Cepheid recomienda una concentración tan alta como de 8 mM al emplear el 
SmartCycler II cuando se hacen reacciones múltiples simultáneas, como en este 
caso, para la detección y cuantificación de las 4 bacterias. 
La concentración final de MgCI2 utilizada fue de 8 mM debido a que se obtuvo una 
mejor señal comparada con las señales obtenidas al emplear una concentración 
menor de MgCI2, además, no se observaron señales inespecíficas. Además, se 
utilizaron las mínimas concentraciones de iniciadores y sondas para evitar 
amplificaciones inespecíficas. Las concentraciones de cada uno de los componentes 
de la mezcla de reacción se muestran en la tabla 8. 
Componentes Concentración 
MgCb 8 mM* 
dNTPs 200 mM 
amortiguador 10X 
Taq DNA polimerasa 2.5 UAiL 
DNA genómico 100 ng 
F- A. baumannii 0.2 nM 
R- A. baumannii 0.2 nM 
F- S. aureus 1.0 nM 
R- 5. aureus 0.3 nM 
F- P. aeruginosa 1.2 nM 
R- P. aeruginosa 0.3 nM 
F- S. maltophiiia 0.2 nM 
R- S. maltophiiia 0.2 nM 
Taqman- A. baumannii 0.05 nM 
Taqman- S. aureus 0.5 nM 
Taqman- P. aeruginosa 1.0 nM 
Taqman- S. maltophiiia 0.1 nM 
* Optimizing & Analyzing Real-Time Assays on the SmartCycler II System 
p - : Iniciador 5 ' a 3 ' , R - : Iniciador 3 'a 5 ' , Taqman: Sonda de hidrólisis 
Tablas 8. Concentraciones óptimas de los componentes de reacción para el 
ensayo de PCR en tiempo real múltiple para la detección simultánea 
de las 4 bacterias. 
5.5. Condiciones de la PCR 
Se realizaron experimentos preliminares para definir un protocolo con condiciones 
y ciclos de amplificación para detección y cuantificación de las 4 bacterias en una 
sola reacción de PCR. Finalmente, las condiciones fueron escogidas como sigue: 
Después de 2 minutos a 94 °C para una desnaturalización inicial, las muestras se 
sometieron a 30 ciclos, esto consistió en un paso a 94 °C por 15 segundos, 
seguido por un paso combinado de alineamiento-extensión a 62 °C por 30 
segundos. La tabla 9 muestra las condiciones elegidas para la detección de las 4 
bacterias. 
Etapa Condiciones Ciclos 
Desnaturalización inicial 94 °C 2 min 1 
Desnaturalización 94 °C 15 s 
30 Alineamiento 62 °C 30 s 
Tabla 9. Condiciones de amplificación 
Las concentraciones óptimas de los componentes de la mezcla de reacción y las 
condiciones de amplificación fueron probadas utilizando controles positivos con los 
que se cuenta en nuestro laboratorio, realizando así una sola reacción de PCR en 
tiempo real. Como cada sonda es específica para cada una de las bacterias debido 
a que están marcadas con fluorocromos para diferenciarlas, fue posible observar 
de manera simultánea la señal para cada bacteria, empleando los componentes de 
la PCR en las concentraciones descritas previamente. El resultado obtenido se 
muestra en la figura 4. 
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Figura 4. Ensayo en tiempo real 
5.5.2. Curvas de calibración 
Para cada bacteria se hizo una curva estándar de valores de Ct de diluciones 
seriadas de concentración conocida, con las cuales se contaminaron muestras de 
pacientes sin sospecha clínica de NAV. La curva de calibración de los valores de Ct 
fue automáticamente construida por el instrumento para cada reacción del 
respectivo estándar. Los valores de Ct de los LBAs positivos se interpolaron en la 
respectiva curva estándar. La cantidad de bacteria presente en el DNA extraído 
(usado como templado en una reacción de PCR) para cada muestra clínica fue 
calculada por el software a partir de las curvas estándares. 
5.6. Análisis estadístico 
Se emplearon diluciones seriadas a partir de una concentración de 108 UFC/mL de 
P. aeruginosa, 107 UFC/mL de S. maltophiiia, 106 UFC/mL de A. baumannii y 107 
UFC/mL de S. aureus, para construir curvas estándares para la determinación de la 
sensibilidad de los ensayos de PCR en tiempo real. Se obtuvieron las curvas de 
calibración graficando el logaritmo de la cuenta de bacterias (UFC/mL) contra el 
valor del Ct. El ensayo fue capaz de detectar DNA bacteriano sobre un rango lineal 
entre 108 y 106 UFC/mL para P. aeruginosa, con valores de Ct entre 18 y 26; con 
una correlación de 0.98. Detectó a 5. maltophiiia en un rango de 107 y 105 
UFC/mL, con valores de Ct entre 15 y 23; con una correlación de 0.95. Un rango 
entre 106 y 104 UFC/mL para A. baumannii, con valores de Ct entre 13 y 14.5, y 
una correlación de 0.95. Finalmente, detectó a 5. aureus en un rango entre 107 y 
105 UFC/mL, con valores de Ct entre 15 y 19.5, y una correlación de 0.96. Las 
curvas de calibración obtenidas se muestran de las figuras 5 a la 8. 
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Figura 5. Curva estándar para Pseudomonas aeruginosa 
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Figura 6. Curva estándar para Stenotrophomonas maftophiiia 
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Figura 7. Curva estándar para Acinetobacter baumannii 
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Figura 8. Curva estándar para Staphylococcus aureus 
Se observaron variaciones en los Ct obtenidos de los controles positivos utilizados 
para el ensayo de reproducibilidad. La tabla 10 muestra la relación entre los 
valores de los Ct obtenidos de una muestra de paciente sin sospecha clínica de 
NAV contaminada con una suspensión de concentración conocida de bacteria (0.5 
McFarland) de cada una de las bacterias, en un ensayo que se corrió por triplicado 
en 2 ocasiones por distintos operadores. 
A. baumannii S. aureus P. aeruginosa S. maitophilia 
i 2 3 i 2 3 i 2 3 i 2 3 
15.7 13.44 13.84 18.0 17.0 15.0 16.25 17.16 16.0 17.5 16.3 15.5 
16.3 17.5 15.48 15.5 18.8 18.1 19.16 19.0 19.93 18.0 19.16 19.0 
* O 1: Operador 1 , 0 2: Operador 2 
Tabla 10. Ensayos de reproducibilidad. Valores de los Ct obtenidos de una 
muestra de paciente sin sospecha clínica de NAV contaminada con una suspensión 
de concentración conocida de cada una de las bacterias, en un ensayo que se 
corrió por triplicado en 2 ocasiones por distintos operadores. 
Con los resultados obtenidos por los operadores se calculó la media y la desviación 
estándar para determinar el coeficiente de variación y así comparar los resultados 
entre ambos. 
Se observaron variaciones en los coeficientes de variación obtenidos por los 
operadores; sin embargo, los valores son aceptables por ser menores al 15%. 
Estos resultados se muestran en la tabla 11. 
Bacteria 
Operador 1 Operador 2 
Media 
Desviación 
estándar 
Coeficiente 
de variación 
(%) 
Media 
Desviación 
estándar 
Coeficiente de 
variación 
(%) 
A. baumannii 14.3 1.22 8.5 16.4 1.02 6.2 
S. aureus 15.8 1.04 6.6 17.5 1.75 10.0 
P. aeruginosa 16.5 0.61 3.7 19.4 0.5 2.6 
S. maltophiiia 16.4 1.01 6.1 18.9 0.81 4.3 
Tabla 11. Media, desviación estándar y coeficiente de variación de los resultados 
obtenidos por los 2 operadores. 
Los organismos usados para el ensayo de especificidad se enlistan en la tabla 12. 
No se observó amplificación de DNA de ninguno de los organismos no homólogos 
enlistados en la tabla 12, así como tampoco hubo amplificación con DNA genómico 
humano. 
S. chromogenes B. cereus K. oxytoca 
S. haemoiitycus B. subtiiis P. mirabilis 
S. hominis C. freundii S. fíexnerí 
S. iungdunensis C. bovis S. sonneii 
S. saprophyticus C. diphteriae S. marcescens 
S. warneri C. xerosis R. equi 
S. xy/osus £ cioacae M. tuberculosis 
S. pneumoniae E coli C immitis 
S. faecaiis K. pneumoniae DNA genómico humano 
Tabla 12. Organismos utilizados para el ensayo de especificidad de la PCR 
en tiempo real múltiple. 
5.7. Comparación de resultados del cultivo y de PCR en tiempo real 
A los LBAs que se mantuvieron en congelación se les extrajo el DNA por el método 
fenol-SEVAG y se corrió la PCR en tiempo real para cada uno. Se hizo un análisis 
comparativo entre los resultados del cultivo y los de la prueba molecular 
desarrollada. En los LBAs de los pacientes 2, 3, 9, 10 y 11 se confirmó la NAV, al 
obtenerse en el cultivo cuantitativo y en la PCR en tiempo real una cuenta 
bacteriana total > 104 UFC/mL. En las muestras 3, 9 y 11 se aislaron de manera 
simultánea A. baumanni y S. aureus en el cultivo; sin embargo, se confirmó 
solamente la presencia de A. baumannii mediante la PCR en tiempo real, ya que se 
obtuvo la cuenta real (copias del gen/mL) de la bacteria y fue > al punto de corte 
indicativo de infección. Los resultados fueron similares en los pacientes 12, 14 y 
15, al confirmarse la NAV mediante el cultivo y la PCR en tiempo real. A diferencia 
de las muestras anteriores, en éstas se confirmó la presencia de 2 de las bacterias 
seleccionadas mediante cultivo y PCR en tiempo real, con cuentas > 104 UFC/mL. 
En el LBA del paciente 18 fue posible el aislamiento de A. baumannii y S. aureus 
mediante el cultivo cualitativo; sin embargo, no fue posible realizar el cultivo 
cuantitativo, debido a la presencia de Proteus penneriy el efecto swarming que 
produce en la placa. Mediante la PCR en tiempo real se detectó A. baumannii con 
cuenta de 104 copias del gen/mL; sin embargo, S. aureus no fue detectado 
mediante la prueba molecular. En los LBAs de los pacientes 7, 16 y 22 los 
resultados del cultivo cuantitativo se encontraron en un rango de 104 a 106 
UFC/mL, y se aislaron de 2 a 3 de las bacterias seleccionadas mediante el cultivo 
cualitativo. En las muestras 1, 5, 6 y 8 los resultados del cultivo y de la PCR en 
tiempo real fueron discordantes, detectándose mediante la prueba molecular otras 
bacterias diferentes a las aisladas mediante cultivo. En las muestras 1 y 8 se 
confirmó la presencia de NAV, al obtenerse mediante ambos métodos cuentas 
superiores al punto de corte indicativo de infección. 
En la muestra 1 se aisló en cultivo P. aeruginosa, y se detectó mediante la prueba 
molecular S. maltophilia. El caso de la muestra 8 es similar. En las muestras 5 y 6 
el cultivo cuantitativo fue negativo, ya que se obtuvieron cuentas <103 UFC/mL. En 
la muestra 5 no se aisló ninguna de las bacterias seleccionadas, sin embargo se 
confirmó la presencia de NAV mediante la PCR en tiempo real, ya que se detectó 
A baumannii con una cuenta >104 copias del gen/mL. En la muestra 6 se aislaron 
2 de las bacterias seleccionadas; sin embargo, se confirmó la presencia de NAV 
mediante la PCR en tiempo real por la detección de otra de las bacterias 
seleccionadas con una cuenta >104 copias del gen/mL. 
La tabla 13 muestra las características de la población estudiada y la tabla 14, los 
resultados obtenidos de los LBAs en los que se confirmó la presencia de una de las 
bacterias seleccionadas mediante la PCR en tiempo real cuantitativa, los resultados 
de LBAs en los que la concentración de bacteria detectada por la PCR en tiempo 
real estaba por debajo del limite de detección de las bacterias seleccionadas y los 
resultados discordantes de las muestras, comparando los resultados obtenidos por 
ambos métodos. 
Paciente Edad (años) Sexo 
Infección 
previa 
Uso previo 
de antibiótico 
Diagnóstico 
presuntivo 
2 70 H No si neumonía intrahospitalaría 
3 30 H No si tumor de tallo cerebral 
9 38 H No no neumonía intrahospitalaría 
10 50 H No si hemorragia pulmonar 
11 65 H Si si choque hipovolémico 
12 61 H Si si choque séptico 
14 40 H No si neumonía intrahospitalaría 
15 45 H No sí sepsis abdominal 
18 59 H No si edema pulmonar 
23 53 H No si hematoma subdural 
7 42 H No si 
quemadura de segundo grado, 
neumonía 
16 25 M No sí polítraumatismo 
22 20 M No no politraumatismo 
21 74 H Si si 
neumonía adquirida en la 
comunidad 
1 37 H No si neumonía intrahospitalaría 
5 17 M No si eclampsia 
6 40 H Si si pancreatitis grave 
8 82 H No si aneurisma abdominal 
Tabla 13. Características de la población estudiada 
Paciente 
cultivo PCR en tiempo real 
Bacteria (s) 
Cuenta 
(UFC/ml) 
Bacteria (s) Cuenta (copias/mL) 
2 A. baumannii 1.6x10s A. baumannii 2.4xl04 
3 A. baumannii, 
S. aureus, E. coli 1.4x10® 
A. baumannii lx lO4 
9 A. baumannii, S. aureus 2.52x10s A. baumannii lx lO4 
10 A. baumannii 
C. freundii 
5.2xl06 A. baumannii >1x10s 
11 A. baumannii, S. aureus 1.2x10s A. baumannii lx lO
4 
12 A. baumannii, 
S. aureus 1.13x10
s 
A. baumannii 
S. aureus 
l . l x lO 3 
3.7xl03 
14 P. aeruginosa, S. aureus 2.3x10s P. aeruginosa 3.3x10s 
15 
A. baumannii 
P. aeruginosa 
S. maltophiiia 
6.0x10s A. baumannii 
P. aeruginosa 
2.0X104 
7.8x10® 
18 
A.baumannii, S. aureus 
Pantoea sp P. penneri 
NC A. baumannii 2.5xl04 
23 S. aureus 6.5xl04 S. aureus 3.7xl03 
7 P. aeruginosa, S. aureus 
S. maltophiiia 
8.65x10® < LD < LD 
16 
A. baumannii, S. aureus 
S. maltophiiia 
5.2xl04 < LD < LD 
22 P. aeruginosa, S. aureus 2.4xl06 < LD < LD 
21 A. baumannii, S. aureus 7.8xl03 < LD < LD 
1 P. aeruginosa 5x10s 5. maltophiiia >lx l0 7 
5 P. putida, £ cloacae 4.3x10s A. baumannii 5.7xl04 
6 
P. putida, S. aureus 
P. aeruginosa, 
6.5xl03 A. baumannii 1.6X104 
8 A. baumannii, S. sciuri >lx l0 6 P. aeruginosa 2.5x107 
* NC: No cuantificable. 
Tabla 14. Resultados obtenidos mediante cultivo 
y la PCR en tiempo real cuantitativa. 
Se encontró número alto de patógenos en el cultivo cuantitativo comparado con la 
PCR en tiempo real múltiple. Los hallazgos significativos de las 4 bacterias más 
frecuentemente asociadas a NAV, representados por un punto de corte >104 
UFC/mL, se muestran en la tabla 14. 
PCR en tiempo 
real 
Hallazgos en cultivo 
A. baumannii S. aureus P. aeruginosa S. maitophiiia 
A. baumannii 8/18 
S. aureus 2/18 
P. aeruginosa 2/18 
S. maltophilia 1/18 
Tabla 15. Comparación de los hallazgos significativos con cultivo (>104 UFC/mL) y 
con PCR en tiempo real (>104 UFC/mL) 
Los patógenos fueron encontrados en el 17/18 (%) de los LBAs con cultivo y en el 
14/18 (%) con la PCR en tiempo real cuantitativa. 
CAPÍTULO 6 
DISCUSIÓN 
El diagnóstico de NAV representa un verdadero reto para el clínico por las 
limitaciones en el diagnóstico. 
Para el diagnóstico de NAV, los hallazgos clínicos y radiológicos son los más 
ampliamente utilizados, aunque su utilidad es limitada porque existen otras 
condiciones infecciosas y no infecciosas que son clínicamente similares a la NAV; 
por lo que es necesario realizar el cultivo cuantitativo, el cual permite el 
aislamiento y cuantificación de los potenciales agentes causales de NAV, aunque 
tiene la importante limitación de que requiere de un tiempo prolongado para la 
obtención de resultados (4 días). 
El desarrollo de nuevos métodos que permitan realizar el diagnóstico de NAV en un 
tiempo más corto, así como definir el agente causal potencial, será de gran utilidad 
en la práctica clínica. 
En este trabajo se desarrolló y estandarizó un método molecular para el 
diagnóstico de NAV, para lo cual se recolectaron LBAs de 23 pacientes con 
sospecha clínica de NAV tardía; y de esos pacientes, la mayoría correspondió al 
género masculino, con edad promedio de 46.5 años. Esto no es de sorprender ya 
que se ha reportado que la NAV es más frecuente en el género masculino (72%) y 
la media de la edad reportada es de 52.9 años. 
La mayoría de los pacientes (83%) habían recibido antibióticos antes del comienzo 
de la neumonía, y según datos reportados, la antibiótico terapia es un factor 
importante en el desarrollo de NAV, principalmente en pacientes de UCI. Esto se 
ha asociado a la presencia de bacterias multidrogorresistentes, tales como A. 
baumannii, S. aureus, P. aeruginosa y S. maltophilia, las cuales fueron las bacterias 
más frecuentemente aisladas en esta población de estudio, representando el 68% 
de los aislamientos. 
Estos resultados concuerdan con datos reportados por Langer y Liang en el 2002, 
y Bekele Afessa en el 2006. 
Además, se observó que la mayoría de los cultivos (83.3%) fueron 
polimicrobianos, esto también fue reportado por Coombes en el 2002. 
Para desarrollar la prueba molecular se tomaron en cuenta las bacterias más 
frecuentemente aisladas y se realizaron curvas de calibración para cada una de las 
bacterias. Se determinó además el límite de detección y se obtuvo un valor de 
Ix lO3 UFC/ml para A. baumannii y 5. aureus, y de 1X104 UFC/ml para P. 
aeruginosa y S. maltophilia. Para la elaboración de curvas de calibración, en este 
estudio se utilizaron muestras reales contaminadas con cantidades conocidas de 
bacterias, por lo que los valores presentados son un valor muy cercano al valor 
real, incluyendo el efecto de matriz, lo cual podría explicar los valores altos. Los 
límites de detección obtenidos son suficientes para el diagnóstico de NAV ya que 
detectan los puntos de corte propuestos para el cultivo cuantitativo. 
En la correlación de los resultados de la prueba molecular desarrollada con los 
cultivos, se encontró que en el cultivo, el 40% de los pacientes tenían tanto A. 
baumannii como S. aureus-, sin embargo, con la prueba molecular, A. baumannii 
se detectó en el 44.4% y S. aureus sólo en el 5.6%. Llama la atención que S. 
aureus se detectó en mucha menor proporción en la prueba molecular que en el 
cultivo. Para tratar de explicar lo anterior, debe mencionarse que el cultivo detecta 
y cuantifica microorganismos, pero no tiene la capacidad de determinar cuentas 
relativas, por lo que los resultados de la prueba molecular sugieren que 5. aureus, 
aunque se encontraba en la muestra, tal como se detectó en el cultivo, se 
encontraba en cantidades inferiores al límite de detección de la prueba molecular. 
Los resultados observados sugieren que la prueba molecular permite distinguir 
entre agentes causales reales y probable contaminación de vías respiratorias 
superiores. 
En el 33.3% de los cultivos, se aisló P. aeruginosa, sin embargo, mediante la 
prueba molecular desarrollada se detectó sólo en el 11.1%. La posible explicación 
a esto es similar a la propuesta para las diferencias observadas para S. aureus. 
En el 22.2% de los cultivos, se aislaron 2 o 3 de las bacterias seleccionadas de 
manera simultánea, con cuentas > l x lO 4 UFC/mL; sin embargo, mediante la PCR 
en tiempo real no se detectó ninguna de las bacterias incluidas en la prueba 
molecular, lo cual sugirió que ninguna de ellas se encontraba en cantidades 
suficientes para ser considerada como agente causal de NAV. 
Estos resultados sustentan aún más la utilidad de la prueba molecular desarrollada 
y representan una gran aportación en el diagnóstico de NAV, ya que con la prueba 
desarrollada, no sólo se detecta y cuantifica a los 4 agentes causales más 
frecuentes de NAV tardía, sino que además se discrimina entre las bacterias que 
podrían encontrarse en la muestra como verdaderos agentes causales o como una 
contaminación de vías respiratorias superiores. 
Cabe señalar además que los resultados de 4 muestras fueron discordantes ya que 
se aislaron o detectaron bacterias diferentes por ambos métodos. Para tratar de 
explicar esto, se debe mencionar que la prueba molecular desarrollada permite 
obtener cuentas de copias de genes que no necesariamente corresponden a 
bacterias vivas, aunque tampoco se puede asumir que las cuentas correspondan a 
la acumulación de bacterias muertas, tomando en cuenta que en un proceso 
infeccioso, el sistema inmune se encarga de eliminarlas. Por otro lado las cuentas 
del cultivo corresponden a las UFC de bacterias viables cultivables y este número 
puede ser muy inferior a las células vivas en un proceso infeccioso que incluye 
tanto a células vivas no viables, células viables cultivables y células viables no 
cultivables. Lo anterior es una posible explicación a las diferencias observadas. 
En este trabajo no se evaluaron las características de los pacientes y no se llevó a 
cabo seguimiento clínico, por lo que es conveniente llevar a cabo un ensayo para 
evaluar la utilidad diagnóstica del método desarrollado, así como evaluar la 
posibilidad de aplicar éste método con muestras menos invasivas. 
CAPITULO 7 
CONCLUSIONES 
La prueba desarrollada permite detectar y cuantificar simultáneamente a A. 
baumanni, S. aureus, P. aeruginosa y S. maltophilia, los cuales son los agentes 
causales más frecuentes de NAV, si están presentes en concentraciones 
superiores al límite de detección. 
baumannii lx lO3 , 5. aureus= lx lO3 , P. aeruginosa= IxlO4, 
S. maltophilia= l x lO 4 copias del gen/mL). 
Mediante la prueba desarrollada: 
• Se confirmó la presencia de NAV en esta población de estudio (70%). 
• Fue posible realizar la cuenta de bacterias sin el inconveniente del efecto 
swarming por la presencia de especies de Proteus. 
• Se obtuvieron las cuentas reales de cada una de las bacterias en los LBAs. 
• Se identificó a A. baumannii como el principal agente causal de NAV en la 
población estudiada. 
• Se obtuvieron resultados en 6 horas. La detección oportuna de NAV 
facilitará la toma de medidas específicas en el control de la enfermedad. 
Esta prueba fue denominada prueba PASS, por su capacidad de detectar P. 
aeruginosa, A. baumannii\ S. maitophiiia y S aureus. 
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CAPÍTULO 9 
APÉNDICES 
Apéndice A 
Pruebas bioquímicas 
Prueba de catalasa 
a) Tomar una asada de la cepa de estudio y sumergirla en 1 mL de H2O2 al 
30%, observar e interpretar la prueba. 
Interpretación: Positivo: Formación de burbujas 
Negativo: No hay formación de burbujas 
Prueba de oxidasa 
a) Impregnar un papel filtro con una gota de reactivo de oxidasa (cloruro de 
N,N, dimetil-p-fenildiamina al 1% en agua). 
b) Tomar una asada de la bacteria de estudio teniendo cuidado de no arrastrar 
medio de cultivo. 
c) Extender la colonia en el papel filtro empapando en el reactivo de oxidasa, 
observar e interpretar la prueba. 
Interpretación: Positivo: Formación de color rosa-morado-negro 
Negativo: No hay cambio de color 
Prueba de coagulasa 
a) Tomar una asada de la cepa de estudio y sumergirla en 1 mL de suero 
humano , incubar 24 horas a 37 °C, revisando cada 2 horas para observar la 
formación del coágulo. 
Interpretación: Positivo: Formación del coágulo 
Negativo: No hay formación del coágulo 
Perfil bioquímico de identificación 
a) Sistema API E: Sistema de identificación para enterobacterias 
b) Sistema API NE: Sistema de identificación para no enterobacterias 
c) Sistema API Sthap: Sistema de identificación para cocos Gram positivos 
Apéndice B 
Tinciones 
Tinción de Gram 
1. Teñir con cristal violeta 1 min. 
2. Enjuagar con agua destilada. 
3. Cubrir la preparación con solución de lugol y dejar actuar durante un min. 
4. Enjuagar con agua destilada para eliminar el exceso de lugol. 
5. Decolorar con alcohol al 70% durante 10 s. 
6. Cubrir la preparación con safranina durante 30 s. 
7. Enjuagar con agua destilada. 
8. Dejar secar al aire y observar la preparación con objetivo de 100X. 
Apéndice C 
Preparación de reactivos y soluciones 
Bromuro de etidio 0.5 mg/mL (solución stock) 
Disolver 25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de agua ultrapura y aforar a 50 mL. 
Bromuro de etidio 2 ?g/mL 
Preparar una dilución 1:250 de la solución stock para teñir los geles (1 mL de la 
solución stock mas 249 mL de agua ultrapura). 
EDTA 500 mM pH 8.0 
Disolver 9.306 g de NA2EDTA2H20 en 40 mL de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0 
con lentejas de NaOH y aforar a 50 mL. 
Etanol al 70% 
Mezclar 70 mL de etanol al 100% mas 30 mL de H 20 destilada estéril. 
Fenol saturado 
a) Destilación 
Se funde el fenol a 68 °C. Se procede a destilarlo si su aspecto al estar fundido no 
es cristalino (el fenol destila a una temperatura de 180 °C, es recomendable no 
conectar agua circulante porque el fenol puede cristalizarse en el mismo 
refrigerante). El fenol que va destilando se puede recibir en un pequeño volumen 
de Tris-HCI 0.5 M para evitar su cristalización. 
b) Saturación 
Antes de comenzar la saturación, el fenol debe ser equilibrado a un pH mayor de 
7.8 debido a que el DNA puede quedar dentro de la fase orgánica si el pH del fenol 
es ácido. 
c) Agregar hidroxiquinoleína a una concentración final de 0.1% (función 
antioxidante). 
d) Añadir un volumen de solución amortiguadora Tris-HCI 0.5 M pH 8.0 y mezclar 
con una barra magnética hasta que el pH de la fase fenólica sea mayor de 7.8 
(medir con papel indicador). 
e) Agitar durante 24 horas en un cuarto frío, dejar que se separen las fases y 
eliminar la fase acuosa utilizando una pipeta conectada a una línea de vacío con 
trampa o embudo de separación. Repetir la misma operación pero utilizando 
solución amortiguadora Tris-HCI 0.1 M pH 8.0. 
f) Eliminar la fase acuosa final y añadir 0.1 volúmenes de Tris-HCI 0.1 M pH 8.0 
conteniendo p-mercaptoetanol a una concentración 0.2%. 
g) La solución de fenol puede ser almacenada de esta forma en un frasco obscuro 
a -20 °C, las alícuotas de fenol en uso se almacenan a 4 °C. 
Gel de agarosa al 2% 
Disolver 2 g de agarosa en 100 mL de TBE IX, calentar en microondas o en una 
plancha de calentamiento hasta que esté fundido, agregar 10 \iL de bromuro de 
etidio 2 mg/mL y vaciar en la cámara de electroforesis. 
Jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) 
Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 mL de glicerol 
en TE IX pH 8.0 aforar a 10 mL. 
SEVAG (24:1) 
Disolver 24 mL de cloroformo mas 1 mL de alcohol isoamílico. 
Proteinasa K 10 mg/mL 
Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 mL de Tris-HCI 10 mM pH 7.5. 
SDS AL 10% 
Disolver poco a poco 5 g de SDS en 50 mL de agua destilada. 
SDS al 1% 
Mezclar 5 mL de una solución de SDS al 10% en 50 mL de agua destilada. 
TBE 10X Solución stock 
Disolver 54 g de Tris base, 27.5 g de ácido bórico en 20 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0 
y aforar a 500 mL con agua ultrapura. TBE 0.5X Solución de trabajo 
Disolver 50 mL de TBE 10X y aforar a 1 L con agua destilada. 
TE IX 
Mezclar 500 mL de Tris-HCI 500 mM pH 8.0 y 50 mL de EDTA 500 mM en agua 
destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 25 mL. 
TE IX con SDS al 1% 
Disolver 1 g de SDS en 100 mL de TE IX. 
Tris-HCI 500 mM pH 8 (Solución stock) 
Disolver 30.3 g de trizma base en 300 mL de agua ultrapura, ajustar el pH con HCI 
concentrado y aforar a 500 mL. 


